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Humanes PEM als Target fur die Fertilitatskontrolle 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft das humane PEM-Poiypeptid, das fur die 
Spermienreifung eine wesentliche Rolle spielt und die dafur kodierende 
Nukleinsaure. Die Erfindung umfasst die Verwendung von PEM als Target 
in der manniichen Fertilitatskontrolle und fur die Behandlung und Diagnose 
der manniichen. Infertilitat. Zur Erfindung gehort auch ein 
Selektionsverfahren fur PEM-Antagonisten sowie die Herstellung von 
Bindungsmolekulen, die spezifisch PEM erkennen. Weiterhin sind Gene, die 
durch das PEM-Gen reguliert sind, Teil dieser Erfindung. 

Die Absicht, Proteine des manniichen Reproduktionstraktes oder 
Spermienproteine als Zielgruppe zur nicht-hormonellen Kontrazeption zu 
nutzen, ist seit mehreren Jahrzehnten bekannt. Zum Beispiel wurde von der 
Weltgesundheitsorganisation (WHO) ein Projekt mit dem Namen "Vaccines 
for fertility regulation" unterstutzt (P.D, Griffin, Hum. Reprod., 1991, 6:1 66- 
1 72). Verschiedene Spermien-Proteine wiez. B. PH-20, SP-10, FA-1, FA-2, 
CS-1 , NZ-1 , NZ-2 und die Lactat-Dehydrogenase C4 wurden als Kandidaten 
fur Immunokontrazeption vorgeschlagen (R. K. Naz, Immunol. Rev., 1999, 
171:193-202). Immunisierungsversuche mit PH-20 zeigten, dass sowohl 
mannliche als auch weibliche Tiere dadurch vollstandig und reversibel inf ertil 
werden (P. Primakoff et al.. Nature, 1988, 335:543-546). Der Einsatz des 
intraakrosomalen Spermienproteins SP-1 0 als Antigen ruft eine 
Immunantwort bei Frauen, die die Fertilitat senkt, hervor (R.W. Wright et 
al., Biol. Reprod., 1990, 42:693-701). Akive Immunisierung von Tieren mit 
FA-1 bewirkt eine andauernde und reversible Hemmung der Fertilitat (R. K. 
Naz and X. Zhu, Biol. Reprod., 1998, 59:1095-1100). 



PEM ist ein Transkriptionsfaktor, der zur Homeobox-Familie gehort. Die 
entsprechende cDNA wurde aus der Maus (M. F. Wilkinson et al., Dev. 
Biol., 1990, 141:451-455) und aus der Ratte (S. Maiti etaL, J. Biol. Chem., 
1996, 271:17536-17546) kloniert. PEM-Transkripte sind abundant und 
selektiv im mannlichen Genitaltrakt exprimiert. In der Maus wurde die PEM- 
Expression hauptsachlich im Hoden nachgewiesen, wahrend in der Ratte 
PEM hauptsachlich im Nebenhoden zu finden ist (K. A. Sutton et al., J. 
AndroL, 1998, 19:21-30). Die in vivo Expression des PEM-Gens ist in 
diesen Organen durch Androgene reguliert. Weiterhin wurden PEM- 
Transkripte im Muskel und in Makrophagen beschrieben, aber in diesen 
Fallen scheint die PEM-Expression nicht durch Androgene reguliert zu sein, 
was sich auf die Benutzung unterschiedlicher Promotoren zuruckfuhren lasst 
(S. Maiti et al., J. Biol. Chem., 1996, 271:17536-17546). Trotz des 
unauffalligen Phenotyps der PEM-Knock-Out-Maus (J. L. Pitman et al., Dev. 
Biol., 1 998, 202:196-214) ist es zu vermuten, dass das humane PEM eine 
essentielle Rolle in der Spermatogenese oder/und in der Spermienreifung 
spielt. PEM ist der einzig bekannte Transkriptionsfaktor, dessen Expression 
durch Androgene reguliert wird (S. Maiti et al., J. Biol. Chem., 1996, 
271:17536-17546). 

Bislang konnte das humane PEM-Ortholog nicht gefunden werden, was auf 
eine geringe Sequenzkonservierung in unterschiedlichen Organismen 
hinweist, wie bereits durch die schwache Identitat (73 %) zwischen Maus- 
PEM und Ratten-PEM festzustellen ist (S. Maiti et aL, Genomics, 1996, 
34:304-316). 

Die Erfindung betrifft die Identifizierung des humanen PEM durch Musterung 
offentlicher DNA-Datenbanken. Es konnte sowohl die komplette kodierende 
PEM-cDNA-Sequenz wie auch die Struktur des PEM-Gens ermittelt werden. 
Die Hemmung von PEM kann zur Hemmung der Spermien-Entstehung bzw. - 
Reifung fuhren und stellt somit einen neuartigen Weg fur 
Kontrazeptivansatze dar. Weiterhin kann das Screening nach funktionellen 



Mutationen im PEM-Gen als diagnostisches Mittel zur Bestimmung der 
Ursachen von Infertilitat verwendet werden. Durch Wiederherstellen der 
PEM-Funktion (z.B. durch Gentherapie) kann die Fertilitat der Patienten 
wieder hergestellt werden. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist somit die Verwendung von humanem PEM 
oder einer dafur kodierenden Nukleinsaure als Zielsubstanz zur Herstellung 
eines Mittels fur die Fertilitatskontrolle. Vorzugsweise wird das humane PEM 
von (a) dem kodierenden Bereich der in SEQ ID No. 1 gezeigten 
Nukleinsauresequenz, (b) einer der Sequenz gemalS (a) im Rahmen der 
Degeneration des genetischen Codes oder/und (c) einer mit den Sequenzen 
gemaS (a) oder/und (b) unter stringenten Bedingungen hybridisierenden 
Nukleinsauresequenz kodiert. Besonders bevorzugt besitzt das humane PEM 
die in SEQ ID No 2 gezeigte Aminosauresequenz oder eine dazu mindestens 
80 %, vorzugsweise mindestens 90 %, identische Aminosauresequenz. 

Der Begriff "stringente Hybridisierung" gemaR vorliegender Erfindung wird 
dabei wie bei Sambrook et al. (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor, Laboratory Press (1989), 1.101-1.104) verwendet. 
Demnach spricht man von Hybridisierung unter stringenten Bedingungen, 
wenn nach Waschen fur eine Stunde mit 1 x SSC und 0,1 % SDS bei 
55°C, vorzugsweise bei 62°C und besonders bevorzugt bei 68°C / 
insbesondere fur eine Stunde mit 0,2 X SSC und 0,1 % SDS bei 55 °C, 
vorzugsweise bei 62°C und besonders bevorzugt bei 68°C, noch ein 
positives Hybridisierungssignal beobachtet wird. Eine unter derartigen 
Waschbedingungen mit einer in SEQ ID No. 1 gezeigten Nukleotidsequenz 
oder einer damit im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes 
entsprechenden Nukleotidsequenz hybridisierende Sequenz wird von der 
vorliegenden Erfindung erfasst. 

Insbesondere erfasst die vorliegende Erfindung naturliche, allelische 
Variationen von PEM, bei denen es sich gegebenenfalls auch um 



funktionelle Mutationen handeln kann. Daruber hinaus werden auch 
rekombinante Varianten, beispielsweise funktionelle Teilfragmente (wie etwa 
die "Divergent Paired Class" Homeodomane wie fiir die Maus von Rayle 
(Develop. Biol. 146 (1991), 255-257) beschrieben) von der vorliegenden 
Erfindung erfasst. 

Besonders bevorzugt weist das humane PEM die in SEQ ID No. 2 gezeigten 
Aminosauresequenz oder eine dazu mindestens 80 % und insbesondere 
mindestens 90 % identische Sequenz auf . Die Identitat I % wird dabei nach 
folgender Formel berechnet: 

I = n/L x 100 %, 

wobei n fur die Anzahl identischer Aminosauren der beiden, miteinander 
verglichenen Sequenzen und L fur die Lange des zum Vergleich 
herangezogenen Sequenzabschnitts steht. 

Eine Hemmung von humanem PEM kann zur Hemmung der Fertilitat und 
insbesondere zur Hemmung der Spermatogenese bei mannlichen Saugern 
eingesetzt werden. Dies ist von gro&er Bedeutung bei der humanen 
Empfangnisverhutung, aber auch in der Veterinarmedizin zur 
Populationskontrolle. Die Hemmung von PEM kann durch 
Expressionsverringerung mittels Antisense-Nukleinsauren oder Ribozymen 
oder auf Proteinebene durch Verwendung von Inhibitoren wie Anti-PEM- 
Antikorpern oder niedermolekularen Antagonisten erfolgen. Die Herstellung 
von Antisense-Moiekulen und Ribozymen kann beispielsweise wie bei 
Sczakiel (Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 7 (1997), 439-444, Lavrovsky 
et al. (Biochem. Mol. Med. 62 (1997), 11-22) und Thompson (Methods 
Enzymol. 306 (1999), 241-260) beschrieben erfolgen. Polyklonale 
Antikorper gegen humanes PEM konnen durch Immunisierung von 
Versuchstieren mit humanem PEM oder Fragmenten davon, gegebenenfalls 
an einen Trager wie Keyhole-Limpet-Hamocyanin, und Gewinnung der 



resultierenden Antikorper aus dem immunisierten Versuchstier erfolgen. 
Monoklonale Antikorper konnen beispielsweise durch Fusion von Milzzellen 
des immunisierten Versuchstiers mit Myelomzellen nach der Methode von 
Kohler und Milstein oder Weiterentwicklungen davon erhalten werden. 
Niedermolekulare Inhibitoren von PEM konnen durch ein Screening 
Verfahren wie im Folgenden ausfuhrlich erlautert, identifiziert werden. 

Andererseits kann eine Aktivierung von humanem PEM zur Erhohung der 
Fertilitat eingesetzt werden. Auch hier sind Anwendungen sowohl in der 
Humanmedizin als.auch in der Veterinarmedizin moglich. Die Aktivierung 
von PEM kann beispielsweise durch Erhohung der PEM-Expression in 
Zielzellen, z.B. Sertoli-Zellen im Hoden oder/und Epithelzellen im 
Nebenhoden, mittels gentherapeutischer Methoden erfolgen. Hierzu kann 
eine fur PEM kodierende Nukleinsaure unter Kontrolle eines in der Zielzelle 
aktiven Promoters mittels geeigneter Gentransfervektoren, z.B. viraler 
Vektoren wie etwa Adenoviren, Retroviren, Adeno-assoziierten Viren oder 
Vacciniaviren, oder Plasmiden, in die Zielzelle eingefuhrt und dort zur 
Expression gebracht werden. Geeignete gentherapeutische Verfahren sind 
z.B. in Gomez-Navarro et al. (Eur. J. Cancer, 35 (1999), 867-885) 
beschrieben. Weiterhin kann eine Aktivierung von PEM durch 
niedermolekulare Wirksubstanzen erfolgen, die durch ein wie im Folgenden 
beschriebenes Screening Verfahren identifiziert werden konnen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bereitstellung 
von neuen Mitteln fur die Fertilitatskontrolle. Die Identifizierung dieser neuen 
Mittel erfolgt dadurch, dass man die Fahigkeit von Testsubstanzen zur 
Modulation von humanem PEM bestimmt. Diese Bestimmung kann als 
Hochdurchsatz-Test durchgefuhrt werden, bei dem eine Vielzahl von 
Testsubstanzen parallel untersucht wird. Der Test kann auf zellularer Basis 
durchgefuhrt werden, wobei Zellen verwendet werden konnen, die mit dem 
Gen fur das humane PEM transfiziert sind und in der Lage sind, eine 
Uberexpression dieses Gens zu bewirken. Andererseits konnen auch Zellen 



getestet werden, die ein vollstandig oder teilweise defektes PEM enthalten, 
beispielsweise Zellen, die in mindestens einem Allel, vorzugsweise in beiden 
Allelen ein defektes, humanes PEM Gen enthalten. Die fur die Identifizierung 
neuer Wirksubstanzen verwendeten Testzellen sind vorzugsweise 
Saugerzellen, insbesondere humane Zellen. Alternativ kann ein Test auf 
molekularer Basis durchgefuhrt werden, wobei das humane PEM in Form 
von Zellextrakten oder in einer im Wesentlichen isolierten und gereinigten 
Form, gegebenenfalls auch in Form eines aktiven Fragments, eingesetzt 
wird. 

Das erfindungsgemafte Verfahren zur Identifizierung von neuen Mitteln zur 
Fertilitatskontrolle kann weiterhin die Formulierung von auf humanes PEM 
modulatorisch wirkenden Testsubstanzen oder davon abgeleitete 
Verbindungen zu einem Arzneimittel umfassen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Diagnostikverfahren, bei 
dem die Expression oder/und die Funktionalitat von humanem PEM in einer 
Probe bestimmt wird. Die Probe stammt vorzugsweise von einem Patienten, 
der einer Fertilitatsbestimmung unterzogen werden soli. Die Bestimmung 
von PEM kann auf Nukleinsaureebene, z.B. auf DNA-Ebene beispielsweise 
durch Southern Blot oder Bestimmung von Einzelnukleotid-Polymorphismen, 
auf Transkriptebene durch Bestimmung der Expressionshohe, des 
Expressionsmusters oder der Transkriptlange oder auf Proteinebene, z.B. 
durch immunhistochemische oder immuncytochemische Methoden oder 
durch Funktionsmessungen erfolgen. Die Bestimmung von Einzelnukleotid- 
Polymorphismen erlaubt die Identifizierung und Diagnostik funktioneller 
Mutationen, welche in Patienten ursachlich fur eine Infertilitat sein konnen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Zelle, die mit einer fur das 
humane PEM kodierenden DNA oder einem Fragement davon transfiziert ist 
und mindestens eine exogene Kopie dieser DNA enthalt. Noch ein weiterer 
Gegenstand der Erfindung ist eine Zelle, die in mindestens einem Allel ein 



defektes PEM-Gen enthalt, beispielsweise ein mittels homologer 
Rekombination disruptiertes PEM-Gen. Diese Zellen konnen ebenso wie die 
Nukleinsauren, die fur humanes PEM oder ein Fragment davon kodieren, 
oder das humane PEM-Protein selbst oder ein Fragment davon zur 
Identifizierung und Charakterisierung von Mitteln zur FertilitatskontroIIe 
eingesetzt werden. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Identifizierung von 
Genen, die durch das humane PEM-Gen reguliert sind, wobei man den 
Einfluss von humanem PEM auf die Genexpression in humanen Zellen testet. 
Dieses Testen kann beispielsweise durch Transkriptomanalyse, z.B. nach 
den von Kozian und Kirschbaum (Trends BiotechnoL 17 (1999), 73-78) 
beschriebenen Methoden oder durch Proteomalyse nach den von Dutt und 
Lee (Curr. Opin. BiotechnoL 1 1 (2000), 1 76-1 79) beschriebenen Methoden 
erfolgen. Die durch das Verfahren identifizierten Gene und deren 
Verwendung als Zielsubstanz zur Herstellung eines Mittels fur die 
FertilitatskontroIIe sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Weiterhin soil die Erfindung durch die nachfolgenden Abbildungen erlautert 
werden. 

Es zeigen: 

SEQ ID No. 1 die Nukleotidsequenz eines Stranges der humanen PEM 

cDNA (die Sequenz des Komplementarstranges ist 
ebenfalls Bestandteil von SEQ ID No. 1) 

SEQ ID No. 2 die Aminosauresequenz von humanem PEM 



SEQ ID No. 3 



die genomische humane PEM-Sequenz. 



Ausgehend von der murinen PEM-Sequenz (Wilkinson et al., (1 990), supra) 
wurden humane EST-KIone und humane genomische Klone gefunden, die 
eine geniigend hohe Homologie aufweisen, um als PEM-Ortholog zu gelten. 
Der humane genomische Lokus konnte zu Xq 25-26 definiert werden. 

Die in EST-Datenbanken identifizierte cDNA-Sequenz ist in SEQ ID No. 1 
und die Protein-kodierende Sequenz ist in SEQ ID No. 2 dargestellt. Die 
genomische Sequenz konnte auf diese Weise ebenfalls identifiziert werden 
und ist in SEQ ID No. 3 dargestellt (entsprechend einem Ausschnitt der 
Nukleotide 16000.- 170967 aus Genbank Accession No. AC005023). Das 
initiale Exon reicht von Nukleotid 168 439 bis 168 042. Ein internes Exon 
reicht von Nukleotid 165 491 bis 165 446 und das terminate Exon reicht 
von Nukleotid 161 927 bis 161 817 (111 Nukleotide). Im Bereich der 
Nukleotide 1 61 698 bis 1 61 693 befindet sich ein Polyadenylierungssignal. 



Anspruche 



Verwendung von humanem PEM oder einer dafiir kodierenden 
Nukleinsaure als Zielsubstanz zur Herstellung eines Mittels fur die 
Fertilitatskontrolle. 

Verwendung nach Anspruch 1, 
dadur.ch gekennzeichnet, 

dass das humane PEM von (a) dem kodierenden Bereicht der in SEQ 
ID No. 1 gezeigten Nukleinsauresequenz , (b) einer der Sequenz 
gemafc (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes 
oder/und (c) einer mit den Sequenzen gemafc (a) oder/und (b) unter 
stringenten Bedingungen hybridisierenden Nukleinsauresequenz 
kodiert ist. 

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das humane PEM die in SEQ ID No. 2 gezeigte 
Aminosauresequenz oder eine dazu mindestens 80 % identische 
Aminosauresequenz aufweist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 1 - 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass eine Hemmung von PEM zur Verringerung der Fertilitat 
eingesetzt wird. 

Verwendung nach einem der Anspruche 1 - 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass eine Aktivierung von PEM zur Erhohung der Fertilitat eingesetzt 
wird. 
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Verfahren zur Identifizierung von Mitteln fur die FertilitatskontroIIe, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man die Fahigkeit von Testsubstanzen zur Modulation von PEM 
bestimmt. 

Verfahren nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass man einen Hochdurchsatz-Test durchfuhrt. 

Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass man einen Test auf zellularer Basis durchfuhrt. 

Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass man einen Test auf molekularer Basis durchfuhrt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 6 - 9, 

weiterhin umfassend die Formulierung der moduiatorisch wirkenden 
Testsubstanzen oder davon abgeleitete Verbindungen zu einem 
Arzneimittel. 

Verfahren zur Fertiiitatsdiagnostik, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man die Expression oder/und Funktionalitat von humanem PEM 
in einer Probe bestimmt. 

Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass sie mit einer fur humanes PEM oder ein Fragment daovn 
kodierenden Nukleinsaure transfiziert ist. 
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1 3. Humane Zelle, 

dadurch gekennzeichnet; 

dass sie in mindestens einem Allel ein defektes PEM-Gen enthalt. 

1 4. Verfahren zur Identifizierung von Genen, die durch das humane PEM- 
Gen reguliert sind, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass man den Einfluss von humanen PEM auf die Genexpression in 
humanen Zellen testet. 



15. 



Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man eine Transkriptoren- oder Proteomanalyse durchfuhrt. 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft das humane PEM-Polypeptid, das fur die 
Spermienreifung eine wesentliche Rolle spielt und die dafur kodierende 
Nukleinsaure. Die Erfindung umfasst die Verwendung von PEM als Target 
in der mannlichen Fertilitatskontrolle und fur die Behandlung und Diagnose 
der mannlichen Infertilitat. Zur Erfindung gehort auch ein 
Selektionsverfahren fur PEM-Antagonisten sowie die Herstellung von 
Bindungsmolekulen, die spezifisch PEM erkennen. Weiterhin sind Gene, die 
durch das PEM-Gen reguliert sind, Teil dieser Erfindung. 



/home/ei/ANM/22756PDE 31 .05.2000 



3 1. Mai 2000 



SEQ ID No. 1 



1 TCCAACATCA GGCGCTCCAG CCATGGCGCG TTCGCTCGTC CACGACACCG 
51 ' TGTTCTACTG CCTGAGTGTA TACCAGGTAA AAATAAGCCC CACACCTCAG 

101 CTGGGGGCAG CATCAAGCGC AGAAGGCCAT GTTGGCCAAG GAGCTCCAGG 

151 CCTCATGGGT AATATGAACC CTGAGGGCGG TGTGAACCAC GAGAACGGCA 

201 TGAACCGCGA TGGCGGCATG ATCCCCGAGG GCGGCGGTGG AAACCAGGAG 

251 CCTCGGCAGC AGCCGCAGCC CCCGCCGGAG GAGCCGGCCC AGGCGGCCAT 

301 GGAGGGTCCG CAGCCCGAGA ACATGCAGCC ACGAACTCGG CGCACGAAGT 

351 TCACGCTGTT GCAGGTGGAG GAGCTGGAAA GTGTTTTCCG ACACACTCAA 

4 01 TACCCTGATG TGCCCACAAG AAGGGAACTT GCCGAAAACT TAGGTGTGAC 

4 51 TGAAGACAAA GTGCGGGTTT GGTTTAAGAA TAAAAGGGCC AGATGTAGGC 

501 GACATCAGAG AGAATTAATG CTCGCCAATG AACTACGTGC TGACCCAGAC 

551 GACTGTGTCT ACATCGTCGT GGACTAG 



SEQ ID No. 2 



1 MARSLVHDTV FYCLSVYQVK ISPTPQLGAA SSAEGHVGQG APGLMGNMNP 

51 EGGVNHENGM NRDGGMIPEG GGGNQEPRQQ PQPPPEEPAQ AAMEGPQPEN 

101 MQPRTRRTKF TLLQVEELES VFRHTQYPDV PTRRELAENL GVTEDKVRVW 

151 FKNKRARCRR HQRELMLANE LRADPDDCVY I WD* 



SEQ ID No. 3 



Ausschnitt von 160000-170967 aus AC005023: 
>AC005023 ASSEMBLE April 25, 2000 17:03 

CAATACAAGAGAATGTCTGTGTTAAGATAAGGGGTTGTGGAGACCAAGGTTCCCATTATG 
CAGAGGAAGCCTCCAGGTAGCTGGCTTCAGAGAGAATAGATTGTAAATGTTTCTTACTTG 
AGTTGATTGTCTCCTGGATCAAGAAAAAGGCCTGCACAAGAAAGGGGATTCTCTTGAGAA 
TGTACATTTCCCCCCACAAGAGACAGCTTTGCAGGACTGTTTCAAAATATGACAAAGAAA 
CACATAGGGTAAAATACTTTTGATTTCTTTCAAGCCTTGCTATCTGTGATGTGATGCTAT 
ACTAGAGTTAGGCTGGAAATTGGTGTCTTATTGCCACAGAGTATGTTAGTCTTAAGTTCT 
GTTCTAACGTTAAGACTGGTCAGCTGTACACGAATTCCAAAAGGGAGTAGGGAATAATAA 
GGCATGTCTGACGCCTACTTCCTGTCATGACCTGAATAAGTTTTTCAGGTTAACTTTGGA 
ATGCCCTTGGCTGAGAGGAGGGATCCATTCAGATAGTTGTGGGGCTTCGAATTTTATTTT 
TGGTTTACAATAGCATGAACAAAGCAGAGGTCTGACAGCTTCGTTCCAGTGAGTGGATAT 
TCTGGAACATTGCTCAGGGTACCATCTTCTTACTCTTCTTTGAGCAGCACTAAATGAAAA 
GGTCCCCTTTCACCTTGTAATCAGCAGGAAGTGGGATTCTCTCGAAGATGTTGAAGATGA 
CAAAATAAACTTAAAGGATTGTTCATCTGCTTTTGAGCTAGGGAAGGTATAACAATATGC 
TTTCTGGGCCGGGGGGAGGGGAGAAAATGGAGAAGAGCCTCTTTTTGGGCTTAATGAAAT 
TTTTGCTTGTGTTTCTTTTGAAGCAGCAGGATCTTTGGGGCAGAATAGCTCCTATTCCCC 
TGTGTCCCCCACAAAAAGGGAGGGCAGTGAACAGAATTTGGAGCATAGTGGAGTGGATCA 
ACGTTCAGCTGCCACCTTCCCATAAATCCTATGAGTAGCCACCTAGGAAGTTTCTCTTTA 
GAGTCCAGAATTTGGACTGAACTAGTCAGCATAAGTGGAACTCAGCTTTATCTGGGAATA 
CACTGTTGTCTCACCAGGAATCTGCTTCACCCCTTCTTGCACATATTTGTGGTCCCTAAA 
GGGGCAAGGTGGTGAGGATGGCATAATGGCAGGGGTAGGGAGGGGGAGTGGAGAAGGATG 
TATGGGTCAGTGCAAACTCACAATGACGCTTGGTAAACTTCTGTGATGTGCAGGGCCTAT 
TGTTGATGGCAAGCCAGGGATGTCATTTCATGAAAGATCTCCTTGTCATTTTGTTTAAAT 
GGCTTTCTTTTTTTTTTTTTTTGATATGGAGTCTCACTCTGTTGCCCAGGCTGAAGTGCA 
GTGGTGCGATCTTGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCTGGGTTCAGGCCTCCCGCATAGCT 
GGGATTACTGGTGCCTGCCACCACATCCAGCTAATTTTTTTGTATTTTTGATAGAGACAG 
GGTTTCACCATCTTGGGTAGGCTGGTCTTGAACTCCTGACCTCCTGATCCACCCGCCTCA 
GCCTCCTAAAGTGTTAAGATTACAGGTGTGAGCCACTGCACCTGGCCTTAAATGGCTTTT 
TAAAAACAATTTGCACCTATACCCTACTAACCACAATTGGCACACAAAAACAAATATATT 
GAGAATTTGCCTCTTTATTGATAACATAAGTGCAGAGGAGATAAGGGTAGCCTGAGCGGC 



ATGGGCAGCCCAGGTGTCAGTGGCACCAGAAAAACCCATCTCCAAACTAGCtCCTGAAGA 
AGGATGGCATTCTAGGGCTAGTCCACGACGATGTAGACACAGTCGTCTGGGTCAGCACGT 
AGTTCATTGGCGAGCATTAATTCTCTCTGATGTCGCCTACATCTGGCCCTTTTATTCTTA 
AACCAAACCTACAATCAGAGGGAAAAGGGGATTGGTTTAGTATATTGAACAGTTAATGTC 
GTAATAGAAAAACACAGGATGCAACTTTATATGCTATTGAGATTTTAAACTGCATCAGGA 
AAAGCTATTTGCTCATTGCTAAAATACCTTAGGAAAGTTAACAACATAGCCCGTGGCCCT 
TCAGCTCACCCTTAGTGAGGACCAGCTTTGTGCCAAGTCCTGGAATAAGCTTATTAGTTT 
GTATCTCTCTTCTCCATTTTATTTATTTATTTATTTATTATTTATTTATTTATTTATTTA 
TTTATTTTTTGAGACAGGGTCTTGCTGTTTTGCCTGGGCTGGGATCCAGTGGTGCAATCA 
TAGCTCACTGTGACATTGAACTTCTGGGCTCAAGAGATCCTCCCACCTCACCCTCCCAAG 
TAGCTGGTACTAGAGGTACATGCCACTATGCCCAGCTGTTTTAATTTTTCTGTAGAGACA 
GGGTCTCGCTATGTTGCCCAGGCTGGACTTGAGCTCCTGGCCTCAAGTGATCTTCCCACC 
TTGGTGTCCCAAAGTGTTGGGATTACAAGCGTGAGCCACTGTGCCCAGCCCCAATTTTAA 
TATTCTTTAATGGTTACTTCCAGATATTGGATGCAGTTCTGGCTTATGAGTTGTTCCAGG 
TCCTTGCTGTTTGTTAATTCAATGCCTGGCAACAGGGTAACAAAAGGTGTGCATCTGACA 
AGTGACCATCAACTATCCAGCTGCCTCCTGCTCCCTCCTCACTAGGGAGAGTTTCATCTT 
GTTTGTGGGAGAAGTTCGGCATGGTAAAAAGTGGGCCTAATTTCAAATCATTTTCAGGGG 
ATTGTTTAAAAAATCCATCTTTAGTATGTAGTAAATAATAGGAAAGAGCGCACTGGAATT 
TTAGACAGGTTTCCTTCCAGGATGTCTAAGGGATCATTCGTCCTCTGGCAAGAGAGGCCT 
GGACACTGCCTTGATATTTTAGCCTGTAGCATTAAGGAAAGTTGAAACCAGCTCGACCCA 
AATTAACTGAAACTCTCAAAAATCTTTGCTCACCCAATAGTTTAGGGGAAAGAGGCATAC 
CATTGTCACCAATGCCAAATCTTCGTTCTCCAATCTGCTGCACTCTCCAAACCTTCCTGG 
GCTCAGGACAAGGTCAGCTCACTCTGTTTTACCTACAGCTCCAGGATCCTGGACTGGAGG 
TGCTGTAGCCCAGTAAGGCAGGGCCCCCTAGGCCCTGCTACTCAACCAGGAGATCTGAAT 
CCCACCCCCTATTCCTAAGGCAGAAAGGTGGAACCAGCATTTTAGGAAGATGGTTAACAT 
CAATGTGGGGGAAGGGTCACAAATATGGCTCCTCCCTAAATATCTGCCAACAATTAAAAA 
GCAAACAGACAAAAAAAGCCTGTCAGTTAGATGTCACTATCCTCTCAGCAACCTAGTTAA 
CGGAGTTTATATTGTATTTATTACTTTCAAAAGTTCTCAAACTGCAAATTGTAAGCTGCA 
CAAAGGGCCTTCTTTCTCTACCTGACACGTCTTTTTCACTTTCCCAGTTAAGGATTTGCA 
GTATTTCTGCTGCATGAGGCCAGTCTCTAAAAGTCTAAAAGAGCTCATTTTGGGAGCTTT 
CAAGTGTACCACTGGTCAAATCTCTATAAACATAACCAAAGTGTACAGTGGGTTAACTGG 
TATGTTCTGATACTAGGTCTGCATTCCCAATACTGGTTTCATAAACCAGTTGCATTACAT 
CTGCAAAAGCTATGGGGAAACTATGTATTACTTTCTTGGGGGAAATTTATGCTGTATAGT 
TTGGAGATACATGAGAGCATTCTGTCTCTTCCCTTATTTGTATCTTGTGGCTCATATTGT 
TTTCAGAGCACTAAGGAGAGAACATTATGTCGACTCAGGGAGGAGAAAAACAACTCACCA 
AGCCTTGTTTTTCTTTTCCTCTGAGTTTGCCTTACCAGCTGGAGAAAAGTGATCCCAACC 
TCTTTTCAACTTCTCCAACCCGAACCAGGTGTGATTGTGAGTCCACCCTTTGCCATTAGG 
ATGCCAGCACTCAGTAACCCGCTTTGTTAGTTTGCTTTTTTGGACAACCCACTACCAGAT 
CGGCAGTGCATTTCCCTCACTACACTCACACATGCACTCTGCATAAAAGCTAATAATAAG 
GTCATCCTGATTTTTGTTTTTTCTTTTTTGGGAAAACATCACTTTGATACTATGTATGGT 
TTTCTTTGGTCTTAAGTGGTCATCACTTGAATCCTATGACCTACTAATTAGTTAACACTG 
CTTAAAGGAATGAAAAGTATTTGAAATTAACATGGGTGTGAATCTACCCTAAAATGAGGG 
CCACCTCTCCAAACAAATTCCAGAAAACCCACCTCTTCAAAAAAGTACCACCAAAAAGAA 
ATATAAATCCTTAGATGGATAGAAATTCCTCAAGAGAACAGTCACTTAAACATTTAGTAG 
TTTCATAATGTTGAATTTGTATAGTACATGCATAGTATGTGCAAAGCCTATTTTGACCAT 
ATTTCTCTCTAACCTTTTCACCCTTCTTGGTCAACTGAAATGAATTCAATATTACTCATT 
TTGTTTGCTTCATTCTTTAGACAATTTTCCAAAGCATACAAACCTTACAAACCTTCCTCA 
ATTTCAAAATAATGTGACTATTTTAGCAATATTTTCAGGTTGACACATCAAAGTATTTTA 
GAAAATTAAAACTTAGGGCTGCCACTCTCTATACTGCTTTACCAATAACTTAAAAACAAA 
CAAAGAAGGACCAGGGGCTTGGACATATAAGCTATCTTCCCATCAGTCTCAGCTTAACTA 
AGTATACATTATTTAGTCATGTAATGTGTTCTGTGGGTGAATTACTCCCTCATCCCAATA 
TTTATAAATTCACTCATTTAGCTAAGTGTTTATGCCTGGCCTTAAATAATTTAGTACACT 



TGAACCCTCTTATAACCCTGCTCCTCCCTGCATTAACTTGAATACTTCTAAGGTAAGACT 

GAACCCCACCATGACTCTACACAGAAATTGTTCCTAAAAGATACCAGCGTTAGAAGGAGT 

TGAATTTTATTTATTGGATACATACATATATGTATAATATATAATACACATATGTGTATT 

ATACATTATCATACATATATGTATTATATATTACACATATATGTATAATATATAATACAC 

ATATGTATTATATATAATACATATATGTATAATATATGTGTTTCATATGTATGTATTTGT 

TTAATTTTGTATACAGATTAGGAGAAGCAGTTTTTGTTTTGTTTTTCCTTTAGGAAATCA 

TATTCCCTAATTGGAATGGGAAAGAGGAAAGAACCATAAGCTGGAGCTTACTTCCTTTTC 

TACCGACAAGGAACCCAAACTTCAAAACTTATTTGTCAACATAAAAAAGACAATAATAAA 

AACAACAACTTTAGAACGTTCAGGACAAAGCCTTCAAAGCCTTCAATGCCCTGAAGCAGG 

TTTTAGAATGGCTGTCCTCTCAAATTGCTTTTTCAAGTGTACTGACCCGCACTTTGTCTT 

CAGTCACACCTAAGTTTTCGGCAAGTTCCCTTCTGTGGAGAGAAGATCACACATGGTTAG 

TATTCAAAGTTGTGGATGAAATGAAATATATAGTATGTACTATTTACTTCATGCTTGTTT 

TACAATTTATAATCTCCCCTCACACCTCCCCCAAGTATATACTTTTCTCTAATTCCCAGC 

TCCATGGTTGCTTTAGAAATGGTTTACCCTCATCACGAAATTTAAGGTGACGTTAACAAC 

TCAGTAATCAAGAGAAATACCTTTTTTTTTTTAAATTGAGACAAGGTCTCACTCTGTCTC 

CTAGGCTGGAGTGCAGTGGTGTGATTTCAGCTCACTGCAACCTCCGCCTCCGGGGTTCAG 

ACGATTCTCGTGQCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGCGATTACAGGCACATACCACCATGCCC 

AGTTGATTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTTGCCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCG 

AACTCCTGCCCGTCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTTGGGGCATGAACCACCGCACCC 

GGCCAAGATGAATAATTTAATGCATTATTATTATTTTTATTATTATTATTTGAGACAGGG 

TCTCACTGTCGTCTATGTTGGAGTGCAGTGGCAGGATCACTGCTCACTGCAGCCTGCATG 

TCCTGGGCTCGAACGATCCTCCTGGCTCAGCCTTCCAAGTGGCTGGGAGTACAGGCACAC 

ACCACCACACCCACATGGCTAATTTTTTAAGTTTTATTTAGAGACGGGGTTTTGCCATGT 

TGCCCAGGCTGTTCTTGAACTCCTGGACTCAAGCAACCTTCCCACCTTGGCCTCCCAAAA 

GCGCTGGAATTACAGGCCTGAGCCACCGTGCCTGGCCCTAATGCACTATTTTAATAAATA 

ACAATTAATGCAAAAATCTGTGATGAGGACCAGGCACTGTGGCTCAGGCCTGTAATCCCA 

GCAGTTTGGGAGGCCGAGGCAGGCAAATTGCTTGAGCCCAGGAGTTTGAGACTAGCCTGG 

GCAACACGGCGAAACCTTATCTCTACACACAAAAAAAATACAAAAATTAGCCAGGTGTGG 

TGGCCTGTGCCTGCAGTCCCAGCTACTCAGGGGGCTGACACGGGAGGATGGCTTGAACCC 

AGGAAGCAAATGTTGCAGAGAGCTGAAATCGCACTGCTGCACTCCAACCTGGGCCACAGA 

GAGAGACTCTGTCTCAAGACAAAACAAAAAAACCAGAAAAACAAAAAACCAACCAAACAA 

ACAAAAAAAAACTATGATGAACAAATTATCAAAATTTTAAATAAAGGAAGGATCTAGCAC 

TGTAGTTGCATGACAGTACCTCATTCTCCTTACCCCAATTTCAATAAAATTTTATTTATA 

AAAACAGACCACAGCTGGGTGTGGTGGCTCACTCCTATAATCCCAGCAACTCAGGAGGCT 

GAGATGGGAGGATTGCTTGGGTGACAGATCCCCCACTCAACAAAAACAACAACAACAACA 

AAAACAGGCCATCATCACAGGTAATAAAAGAAAAAATACATAACTTGGACTATATCAAAA 

TTTAAAACTTCTGTATATCAAAAGATGCAATGAACAGAGTAAAAAGACAACTCATAGAAT 

GGAAGGAAATATTTGCAAATCACATCTGATAAGGGGTTAATATCCAGAGTGTATAAAGAA 

CTCCTACAACCCAATAACCAAAAAAAAAGAAAGAAAGAAAGAAAAAGCCACTCAGATTTT 

AAAATGGGTAAAGGACTTAAAGAGATATTTCTCCAAAGAAGATATACAAGTGGCCACTAA 

GCACATGAAAGGATGCACAACATCACTAATCATTAGGGAAAAGCAAATCGAAACTACAAT 

GAAGTATCACCTCACACCCATTAGGATGGCTATGTAAAAAACCCCAGAAAATAACAAGTG 

TTGGTGAGGATGTGGAGAAACTGGAACCCCCATGTACTGTTGGTGTGCACCTGTATCTAT 

AAAATGGAATATTATTTAGCCTTAAAAAGGAAGGAAATTCTAATATATGCTGCGATATGG 

ATGAACCTTGAAGACCTTATGCTAAGTGAAATAAGTCAGTGACAAAAATGCAAATACTGT 

ATGATTCTACTTACATGAGATACCTAGAGTAGTCAAAATCATAGAGACATAAAATAGTAG 

AATGGTGGTTGCGAAGGGCTGGGGAAAGGGGGAAAAGGGGAGTTGCTTAACTGGTATAGA 

GACTTAGCTTGGCAAGATGAGAAGAATTCTAGAGATCTATTGCACAACAATGTGAACATA 

CTTAACACAACTGAACTCTATACTTAAAAAGTGGTTTGGACGGTAAATTTCATATTTCCG 

TGTATTTTACCACATCTTTATAAAAGGGAGGCACGGAGTAGTTTCCAGGTTTCATTCACA 

TAAACATTGCAATAAAACATTTACCTTGATGCCCAGGAGGTAAATATCCCCCTCCACACC 

AGCACAAAGGCAGGCAAGGACCCCCAGTGGCTTTTTCCTCATGATTGGGTGGGGCAAGGG 



AGAGAAAAAGATGCCTCGAAACGAACTTGGAGATCTCGTGGCTCCTGGAGCAGGCCACTT 
ACCTTGTGGGCACATCAGGGTATTGAGTGTGTCGGAAAACACTTTCCAGCTCCTCCACCT 
GCAACAGCGTGAACTTCGTGCGCCGAGTTCGTGGCTGCATGTTCTCGGGCTGCGGACCCT 
CCATGGCCGCCTGGGCCGGCTCCTCCGGCGGGGGCTGCGGCTGCTGCCGAGGCTCCTGGT 
TTCCACCGCCGCCCTCGGGGATCATGCCGCCATCGCGGTTCATGCCGTTCTCGTGGTTCA 
CACCGCCCTCAGGGTTCATATTACCCATGAGGCCTGGAGCTCCTTGGCCAACATGGCCTT 
CTGCGCTTGATGCTGCCCCCAGCTGAGGTGTGGGGCTTATTTTTACCTGGTATACACTCA 
GGCAGTAGAACACGGTGTCGTGGACGAGCGAACGCGCCATGGCTGGAGCGCTGCGCCCCT 
GCACAAACTCCGTGGCGTCTGCAGCTGGAGTGGGGGTTAGAGGGTGGAGCTAGTTCCTGT 
TCTCATGCTTGGTATTGGTTACAGTTGCAATGAGTGGGACTTGCTTATGCGCACAAGCAA 
GAGAGGGAATGGAGAGGAGTGGGGGGATGGGAAGTTGGGGGGTGCGGGTGGGGAGTGGGG 
GTGTTGCAGGTGGGAGTGGGGGGTTGTGAGTGTGGGGTGGGGTGCAGGTGGGGATGGGGG 
TGTGGGTGGAGGGTGGGGGGTGCACAGTGAGGGTGGGGGTTGCGGGTGAGGGTAGGGGTT 
GTGGGTTGGGGTGGGGGTTGCCGGTGGGGGTACATGGTGGGGGTGGGGGTAGCGGGTGGA 
GATGGGAGGTGTGGGTGGAGGGTGCGTGGTGGGGGTAGGGGTTGTGGGTGGGGGTGAGGG 
GTGTGGTATGGGTCGTGGGTGGGGGTGGCAGTTGAGGGTGGAGTGGGGTGGCCAAAAGAC 
AGGGGCAGTGTGGAGAAGAAAAGGGCCAATAGGAGGCATATATGTATGCAACATGGGGCC 
CCAGCTTGCAGCTTTGCTGACTACACCCTACTCGGGCCTAGTTATTACCCTGAGGAAAGC 
TGATTTGGGGGCTCAGAGGGGAGGTGAGATCTCACGGTGACCATAGGACGCCTTGAGTAA 
AAGTTTGGAGAATATCTCATGGCCTGACCCTCCATATTTGGCAGCATGCACAGGGCGCGG 
GCTATTAATTAAGCAGAAATGATTGACTGGGGGCTGCTTGTTCAGAGTTCCAGCAAAGGC 
ACTGAAAGCAGAGCTGCCATGCTCTCTTCAGTGCTGGGATCGGGATCTTGGAGATGGGCA 
TGCAGAGCATTCTGGGTGGTAAGATGTGCTCTGCAAGAAATCTAACGCACCCTTTGAGAA 
AGTCAACACAGAATAAACACGAGGCTGAATCTGTTAGCCTGAGACTGAATATCTTTGGCT 
ATGCAAGAGAAACCTGTACTCATGGCAAAATGGAGTGCTATAAGGACAAGCAAAAAATAA 
ATAAATAAATAAAATCGGGGATGGTATAGGAAGAGCACCAGTAAGGGCATACCTGCCAAA 
AATCTCCAATCTTGGGATGGAGATTTGGGATTTATGGATATGCAGCTTACTGGATGTGGG 
GCCACTTCTGCTCCACAGAGCCTTGTAACTACACAGCCTTCCTACCACTGACCCCAATAA 
GCCCAATTACGAAGAAAAACCCTGAAGAGCCTGGTGCAGTGGCTCCTGCACTAGTCCCAG 
CTACTCAGGAGGCTGAGATGGGAGGATCACTTGAACCCAGGAGTTTGAGGCTGTGGTGAG 
CTAGAATCACATGGCAGCACTCCAGCCTGGGCAACAGACAGAGGCCCCTTTTCTTTAAAA 
TAAATAATAAAATAAGAAATAAAATGAAAATGAAAGAAAGGAAAGCGCTAAGAGAGTCTG 
TCATGAGGAAGGGCATGGAGATGTCTTTTGAGGGTGGACAACTCATGAATCCTTAATTTT 
TCTAGAGATTGTGTGTGTGCTCTTAAGTGATGTTATATACTTTATTTTGTTTTTTAAAAA 
TATTTTTAAAAATTTTATTTTTAAATGTTCTTTTAAAAACTTTCTGTATCTATTTATATC 
TATTGGTTATTTGAGGATTTTTTGGCAGCATATATAAATATGCAGACCCTTTGAGTCTGT 
AGCCTACCAAGAGAGATAGCTCTCGTCTTCATGGTGATTCTGAGCATGGAAAGGCCCTTG 
CACTTGGCAGCATGACAAGGACTAAGCCACTCGCTCCATTAATTGAGTGGCATCCACTGG 
GCTAAGTGAGATCCTTGCGTTCTATCCCTAGTGAGAGAAGAGAGAGGAAGAAGAAGAAAA 
ATAGAAAGATAATAAGAAAATAGAAAAAGAAATGAATAAATGTACATTGTGGGGAGCAGG 
AAAGGACTACCAGTAATGGGAGGCATCAGCTAGGAGCACAGATCCGAAGCATGACTCACT 
GTGTGTCCTAGGACACTGGATGAATCTATCTGGTTCTCAGCTTCCTCACCTATAAAATGG 
AGATAACAACAGTGTCTCGATCATAGGGTTTTCATGAGAGTTCAATGAGGCAAGGCATAC 
ATGTAACTGAACACAGCTCCGACTGCTCACCAGTTGCAAAGTCCAGTGAACAAGAACGAC 
GTCTGGTAGAAAGAAAGTGGCTTTATTCCAGAGCTAGTTGAGGGGAAGTAGTACAGGCTG 
CCTTGAGGAAGCCACTAAAGCCTTTGGGGCAGAAGGCAGGAGCTTTGAAAGTGGGGCTTG 
GCGTGAATGGCATGCAGGGGAGAGGGCGATGAAGTGCAGAGTCTATGTGACTTGCTTCGG 
ATGTCTTATCTATCAGGTGGTCTGGCTGGCACCGTCACGGGCAGAGCTAGGTTGTAAGTT 
GAGGCAATCTCAATTTGCCTCCTGGTAGGAGAGAGTTCTGGAGGTTCCTGGTTTGCTTTA 
AGGTTCGGTCTCTGTAACTTCTAAGTAAACATGTAGTTAGATAAGCTT 



